INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

o 



cial Application Ho 

99/09444 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61L27/26 A61L27/34 A61L27/38 //C08L89/06 , C08L5/08 



Accofdrng to IntematkanaJ Patent Classjficatkjn (IPC) or to both national daasification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation aearched {ctaas/fication system followed by claasrfication symbols) 

IPC 7 A61L 



Documentation searc*i&d other than minimum documentation to the extent that such documonta are included in the fields aearched 



Boctronic data base consorted during the inteoiationaJ search (name of data baae and. where practical, search terma used) 



C. DOCUMehTTS CONSIDERED TO BE RELEVAMT 



Category ♦ Citation of document, wtth indication, whem appropriate, of the relevant pasaagae 



Relevant to daim No. 



wo 97 45532 A (UNIV BROWN RES FOUND) 
4 December 1997 (1997-12-04) 
page 1, line 13 -page 4, line 25 
page 6, line 26 -page 7, line 11 
page 9, line 7 - line 31 
example 1 

WO 98 31345 A (OROUEST INC) 
23 July 1998 (1998-07-23) 
page 8, line 13 - line 19 
page 16, line 16 - line 29 
example 1 

WO 97 18842 A (FIDIA ADVANCED BIOPOLYMERS 

SRL ;ABATANGELO GIOVANNI (IT); CALLEGAR) 

29 May 1997 (1997-05-29) 

page 3, line 19 -page 4, line 8 

page 6, line 20 -page 7, line 17 

-/- 



1-24 



1-24 



1.5,6, 
20-23 



X I documenta are listed in the continuation of box C. 



|X I Patent famtty members are Sated in annex. 



• Special categories of cited documonta : 

'A' document defining the ganeraJ state of the art which Is not 
considarod to be of particular relevance 

'E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L' document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which ia dted to establlah the publication date of another 
citatfon or other special reason (aa specified) 

•Q" document referring to an oral diaclosuro. use. exhibition or 
other means 

•P' document published prior to the international filing date but 
later than the priority date dalmed 



T' later document published after the International filing date 
or priority date and not in oonfUct with the application but 
cited to understand the priry;iple or theory underlying the 
invention 

•X' documerrt of particular retevarwe; the claimed ffiventlon 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step wt\en the document is taken alone 

•Y' documerrt of particular relevanoe; the claimed invention 

cannot be considared to invofve an inventive step when the 
document ia combined with one or more other such docu- 
menta, such combination being obvious to a person skilled 
in the art, 

'A' document member of the same patent family 



Date of the actijal completion of the intemattonal search 



13 April 2000 



f^iamo arxJ mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B, 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (-KJI-ZO) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70) 340^16 



Foim PCT;lSAy210 (ftTOfx* ah»«t) (July 1992) 



Date of mailing of the interrutfional search report 

26/04/2000 



AutfHsrized offfcor 



Diederen, J 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



aJ Application No 



99/09444 



C.(Contlnuatk)n) DOCUMEFfTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Ccdegocy ° Cftation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passaged 



ReJevant to daim No. 



EP 0 648 480 A (JOHNSON & JOHNSON MEDICAL) 

19 April 1995 (1995-04-19) 

column 2, line 46 -column 4, line 2 



1.4,5,7, 
8.23 



FoiTTi PCT;1SA;210 (oontfnuatJon o* Mcond shoot) (July 1982) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

iiifonnat/^ \ TamlJy m©mbw8 



(ntor 
PCT 



^Apptlcatlon No 

9/09444 



Patent ctocument 




Publication 




Patent family 




Publication 


citsd in search report 




date 




nnember(s) 




date 


wo 9745532 


A 


04-12-1997 


EP 


0907721 


A 


14-04-1999 








US 


5939323 


A 


17-08-1999 


WO 9831345 


A 


23-07-1998 


US 


5866165 


A 


02-02-1999 








AU 


5920398 


A 


07-08-1998 









US 


5972385 


A 


26-10-1999 


WO 9718842 


A 


29-05-1997 


IT 


- 

PD950225 


A 


20-05-1997 








AU 


709236 


B 


26-08-1999 








AU 


7693496 


A 


11-06-1997 








CA 


2238011 


A 


29-05-1997 








EP 


0863776 


A 


16-09-1998 








JP 


2000500372 


T 


18-01-2000 


EP 0648480 


A 


19-04-1995 


GB 


2281861 


A 


22-03-1995 








AU 


692457 


B 


11-06-1998 








AU 


7300794 


A 


06-04-1995 








CA 




A 
t\ 










JP 


7204261 


A 


08-08-1995 








US 


5766631 


A 


16-06-1998 








ZA 


9407063 


A 


13-03-1996 



Foim PCT/ISA;210 (p<it»nt famtfy anr«x) {Jury 1992) 



! 



PCT/EP99/09444 

ENT COOPERATION TREA" ^ 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 


To: 


NOTIFICATION OF ELECTION 


Assistant Commissioner for Patents 




United States Patent and Trademark 


(PCT Rule 61.2) 






Box PCT 




Washington, D.C.20231 




ETATS-UNIS D AMERIQUE 


LI3TG Oi mailing ^uay/rnuniri/y ed r ; 


in its capacity as elected Office 


14 August 2000(14.08.00) 




International application No. 


Applicant's or agem's file reference 


PCT/EP99/09444 




International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


03 December 1999 (03.12.99) 


03 December 1998 (03.12.98) 


Applicant 




ANGELE, Peter etal 




1 " ' 
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siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/09444 


Internationales Anmeldedatum^Tag/A/fonaKyaATr; 
03/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
03/12/1998 


Internationale Patentklassifikation (IRK) oder nationale Klassifikation und IPK 
A61L27/26 


Anmelder 

NERLICH, Michael ....et al 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Annnelder gennaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BE RIGHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschliefBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 

IV 


□ 


V 




VI 
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VII 
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VIII 


□ 
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Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

/Sjj D-80298 Wunchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx; 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter /-S?^-^ 

'"NX 

Markopoulos, E (| |) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8658 
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I. Grundlage des Bertchts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Hahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen entiialten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-24 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1-4 ursprungliche Fassung 



2. HInsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internatlonale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen voriaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internatlonale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingerelchte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der Internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schhftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Untertagen fortgefallen: 
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internationaler vorlaurger 
prOfungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09444 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Oftenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbllche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Annneldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 

K Anspruche Nr. 20-22 in Bezug auf industrielle Anwendbarkeit. 



S Die gesamte Internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 20-22 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ FOr die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Aniage C der Verwaitungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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INTERNATJONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



V. 



1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09444 



1-24 
1-24 

1-19, 23, 24 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 3) (Juli 1998) 



o o 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09444 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1. Die Anspruche 20-22 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 
Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt (Artikel 34(4) 
a) (i) PCT). 

2. Die Verwendung von humanen Embryonalzellen wie in der Beschreibung angezeigt (S. 
12, Abs. 5 - S. 13, Abs. 1; Bsp. 2) konnte in manchen Vertragsstaaten als VerstoB gegen 
die offentliche Ordnung angesehen werden. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO 98 31 345 A (ORQUEST INC) 23. Juli 1 998 (1 998-07-23) 

D2: WO 97 45532 A (UNIV BROWN RES FOUND) 4. Dezember 1997 (1997-12-04) 

2. D1, das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart (vgl. S. 3, Z. 
15 - S. 6, Z. 8) eine Kollagen-Polysaccharid-Matrix zur Reparatur von Gewebe wie 
beispielsweise Knochen, von der sich der Gegenstand des Anspruchs 1 dadurch 
unterscheidet, daB das Kollagen nicht hydrolysiert vorliegt. Als Polysaccharid kann 
Hyaluronsaure bzw. ein Derivat hiervon (S. 3, Z. 24; S. 6, Z. 10-21) verwendet werden, 
und das Gewichtsverhaltnis Kollagen zum Polysaccharid betragt 99:1 bis 1 :99 (S. 7, Z. 22 - 
S. 8, Z. 19) und fallt sonnit in den Bereich von Anspruch 1. 

D2 beansprucht eine Matrix, welche nur Hyaluronsaurederivate wie beispielsweise ihren 
Benzylester enthalt, wobei die Herstellung und Verwendung dieser Matrix mit Ausnahme 
der Entfernung des ersten Losungsmittels und anschlieBendem Losen der pulverformigen 
Verbindung (Anspruch 14 der Annneldung), eine Tatsache, die nicht fur die Matrix in D2 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) {EPA-April 1997) 



o o 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09444 
PRUFUNGSBERICHT- BEIBLATT 



zutrifft, denjenigen der vorliegenden Anmeldung entsprechen (S. 1 , Z. 13 - S. 4, Z. 25). 
Aufgrund der obigen Ausfuhrungen sind die Anspruche 1-24 als neu zu erachten. 

3. Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, eine Alternative zur Kollagen-Polysaccharid-Matrix aus D1 zur Reparatur von 
Gewebe zu finden. 

Da einerseits weder aus D1 noch aus D2 die Verwendung von hydrolysiertem Kollagen 
offenbart ist und andererseits vom Anmelder ausgefuhrl wurde, daB sich die Verwendung 
von hydrolysiertem Kollagen in der Konnpositnnatrix vorteilig gegenuber der Kompositmatrix 
von D1 verhalt -und zwar ist die Adharenz von Zellen, die die Matrix besiedein sollen, 
groBer, und die Entzundungsneigung durch das beanspruchte Material im Kniegelenk 
geringer-, scheint die in Anspruch 1 vorliegende Kompositmatrix erfinderisch zu sein. 
Desweiteren zeigte die Matrix nach D1 Quellneigung mit Flussigkeit und 
Kontraktionsverhalten beim Applizieren von Zellsuspensionen und ist somit nicht durch 
GroBenstabilitat wie die beanspruchte Matrix gekennzeichnet. Von Wichtigkeit ist dies u.a. 
zur Herstellung von Implantaten mit bestimmter raumlicher Abmessung. 
Gegenuber der Matrix von D2 ist ebenfalls eine verbesserte Zelladharenz als auch 
Zellproliferation nachgewiesen worden, namlich aufgrund der vorliegenden 
Doppelporenstruktur, die mittels des in Anspruch 14 dargelegten Verfahrens erzielt werden 
kann. 

Daher scheint der Gegenstand der unabhangigen Anspruche 1, 14, 20, 23 und 24 auf 
erfinderischer Tatigkeit zu beruhen und damit das in Artikel 33(3) PCT genannte Kriterium 
zu erfullen. 

Dasselbe gilt fur alle abhangigen Anspruche. 

4. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 20-22 
gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PGT-Vertragsstaaten keine einheitlichen 
Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. 
Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar 
an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung 
zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung 
zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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III 




IV 
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V 
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VII 
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VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

21 June 2000 (21.06.00) 


Date of completion of this report 

06 March 2001 (06.03.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



application No. 

PCT/EP99/09444 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
^ the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 

pages 



1-20 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-24 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1-4 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 483(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examinafion was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 

I I filed together with the international application in computer readable form. 

I I furnished subsequently to this Authority in written form. 

[ I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 
I I The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. , 

I I the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)),** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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I 



THIS 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



IntcrrWBIKil application No. 

PCT/EP99/09444 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1 The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 20-22 

because: 



"\71 the said international application, or the said claims Nos. 20-22 . . 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 

See supplemental sheet 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



r— , the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 

I I by the description that no meaningful opinion could be formed. 



I I no international search report has been established for said claims Nos. 



2 A meaningftil international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

I I the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I I the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



1. Claims 20 to 22 relate to a subject matter which, in 
this examiner's opinion, falls under PCT Rule 67.1(iv). A 
report regarding the industrial applicability of the 
subject matter of these claims therefore cannot be 
established (PCT Article 34 ( 4 ) ( a ) { i ) ) . 

2. The use of human embryonic cells as indicated in the 
description (page 12, fifth paragraph to page 13, first 
paragraph; Example 2) could be regarded as contrary to 
public order in some contracting states. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-24 



1-24 



1-19, 23, 24 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. This report makes reference to the following documents 
Dl: WO-A-98/31345 (ORQUEST INC) 23 July 1998 (1998- 
07-23) 

D2 : WO-A-97/45532 (UNIV BROWN RES FOUND) 4 December 
1997 (1997-12-04) . 



2. Dl, which is regarded as the closest prior art, 
discloses (see page 3, line 15 to page 6, line 8) a 
collagen polysaccharide matrix for repairing tissue such 
as bones,, from which the subject matter of Claim 1 differs 
in that the collagen is not hydrolyzed. Hyaluronic acid or 
a derivative thereof (page 3, line 24; page 6, lines 10- 
21) can be ^used as polysaccharide, and the weight ratio of 
collagen to polysaccharide is 99:1 to 1:99 (page 7, line 
22 to page 8, line 19) and is therefore covered by the 
range according to Claim 1. 

D2 claims a matrix which contains only hyaluronic acid 
derivatives such as their benzyl esters, the production 
and use of this matrix corresponding to that of the 
present application (page 1, line 13 to page 4, line 25) 
except for the removing of the first solvent and 
subseguent dissolving of the powdered compound (Claim 14 
of the application) -which does not apply to the matrix in 
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D2 . In light of the above statements. Claims 1 to 24 can 
be regarded as novel. 



3. The problem to be solved by the present invention can 
therefore be regarded as that of finding an alternative to 
the collagen polysaccharide matrix in Dl for repairing 
tissue . 



Since neither Dl nor D2 disclose the use of hydrolyzed 
collagen and since the applicant explained that the use of 
hydrolyzed collagen in the composite matrix is 
advantageous in relation to the composite matrix in Dl - 
namely the adherence of cells which are suppose to 
populate the matrix is increased and the proneness to 
inflammation by the claimed material in the knee joint is 
reduced the composite matrix according to the present 
Claim 1 appears to be inventive. Moreover, the matrix 
according to Dl has shown a proneness to swelling with 
liquid and contraction behavior when cell suspensions are 
applied and is therefore not characterized by as high 
stability as the claimed matrix. This is important inter 
alia for producing implants with a particular spatial 
dimension . 

Improved cell adherence and cell proliferation in relation 
to the matrix in D2 was proven, namely owing to the 
present double pore structure which can be achieved by 
means of the method defined in Claim 14. 



Thus the subject matter of independent Claims 1, 14, 20, 
23 and 24 appears to involve an inventive step and the 
criterion stipulated by PCT Article 33(3) is therefore 
met . 

The same applies to all the dependent claims. 

4. The PCT Contracting States do not have uniform criteria 
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for assessing the industrial applicability of the subject 
matter of the present Claims 20 to 22. Patentability may 
depend on the wording of the claims. The EPO, for example, 
does not recognize the industrial applicability of claims 
to the medical use of a compound; it does, however, allow 
claims to the first medical use of a known compound or to 
the use of such a compound in the manufacture of a drug 
for a new medical application. 
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Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche zu^elassenen 

Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) TiUe: POROUS COMPOSITE MATRIX AND THE PRODUCTION AND USE THEREOF 
t5|) Bezeichnung: POROSE KOMPOSITMATRIX. DEREN HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 
^7) Abstract 

^■^^ The invention relates to a porous composite matrix, con- 
listing of a hyaluronic acid derivative and hydrolysed collagen, 
ttie biocompatible and biodegradable composite matrix can be 
used for tissue engineering of chondral and osseous tissue and 
for repairing musculoskeletal defects. 

(57) Zusatnraenfassung 

Die Erfindung betrifft eine porCse Kompositmatrix aus 
einem Hyalurons^urederivat und hydrolysiertem Kollagen, die als 
biokompatible und biodegradable Kompositmatrix Verwendung 
zum Tissue Engineering von chondralem und ossSrem Gewebe 
und zur Reparatur muskuloskeletaler Defekte findet. 




.Tij. \ . ZEISS 
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Porose Kompositmatrix, deren Herstellung und Verwendung 



Die Erfindung betrifft eine porose Kompositmatrix aus einem 
Hyaluronsaurederivat und hydrolys iertem Kollagen, die als 
biokompatible und biodegradable Kompositmatrix Verwendung zur 
Reparatur muskuloskeletaler Defekte findet. 

Zur Regeneration von Gewebedef ekten ist die Verwendung einer 
korpervertragl ichen, langsam biodegradablen Matrix 

erf orderlich, die unter geeigneten Bedingungen die 
Dif ferenzierung eingebrachter Zellen mit ausgepragter 
Produktion einer spezifischen interzel lularen Matrix 
ermoglicht. Im Stand der Technik sind verschiedene Matrizes 
dieser Art bekannt. 
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Die WO 97/28192 offenbart ein Verfahren zur Herstellung 
prionen f reier Kollagenprodukte , die als schwamma rt iges 
Implantat verwendet warden konnen. Fur okulare Anwendungen 
kann das Kol lagenprodukt zur Erhohung der Transparenz mit 5 
Gew.-% Hyaluronsaure versetzt warden. Die Hyalu ronsaure 
stimuliert auBerdem die Zell infiltration in das Implantat, 



Die WO 91/18558 und WO 9 1 /16867 sowie das US 4, 880, 429 
offenbaren Kompositmatrizes aus Kollagen und bis zu 25 Gew.-% 
Glykosaminoglykanen wie beispielsweise Hyaluronsaure. 

Die EP-A-0 784 985 offenbart einen porosen Kompos i tkorper , 
der ein bioabsorbierbares hydrophiles Material ausgewahlt aus 
Gelatine, Hyaluronsaure und einem Hyaluronsaureder ivat 
umfaBt. Der Korper wird zur Vermeidung einer verfriihten 
Resorption zusatzlich mit einer verzogert resorbierbaren 
Polymerschicht versehen . 

Die WO 97/14376 offenbart eine Knochentransplantatmatr ix aus 
Kollagen, die als Bindemittel Hyaluronsaure enthalten kann. 

Das US 5, 676 , 964 offenbart inter- und int ranio lekular 
vernetzte Ester von sauren Polysacchariden wie bevorzugt 
Hyaluronsaure. Diese Ester konnen als biodegradable, 
beispielsweise schwammige Materialien als chirurgische 
Gegenstande eingesetzt warden. 

Die bekannten Matrizes zeigen jedoch deutliche 
Einschrankungen in der Bereitstellung von fur die 
Dif ferenzierung eingebrachter Zellen geeigneter 

Milieubedingungen (z.B. friihzeitige Resorption, nicht 
geeignete Matr ixzusammenset zung ) und sind auch im Hinblick 
auf die fiir die Handhabung notwendige Stabilitat 
unbef r iedigend . 



Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht 
eine Matrix zur Verfugung zu stellen, 
Zelldi f ferenzierung und interzellulare Matr 



somit darin 
die die 
ixprodukt ion 
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unterstutzt und dann selbst langsam degradiert wird. AuBerdem 
soil die Matrix eine ausreichende Stabiiitat aufweisen, die 
die Matrix nicht nur fiir eine Vorkul tivierung von Zellen in 
vitro sondern auch fiir eine in vivo Implantation gut geeignet 
und leicht handhabbar macht . 

Es wurde nun gefunden, daB diese Aufgabe durch eine 
Kompositmatrix aus einem Hyaluronsaureder iva t und 

hydrolysiertem Kollagen bestimmter Zusammense t zung gelost 
wird . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit eine porose 
Kompositmatrix, wobei die Matrix aus Matr ixbi Idnern umfassend 
ein Hyaluronsaurederivat und hydrolys iertes Kollagen aufgeaut 
ist, und die Ma trixbi Idner in einem Gewichtsverhal tnisbereich 
von Hyaluronsaurederivat zu hydrolysiertem Kollagen von 30:70 
bis 99:1 vorliegen. 

Die er f indungsgemaBe Kompos i tmatrix umfaBt als Ma tr ixbildner 
ein Hyaluronsaurederivat und hydrolys iertes Kollagen 
bevorzugt in einem Gewichtsverhal tnis von 60:40 bis 99:1 und 
besonders bevorzugt von etwa 70:30. 

Bevorzugt ist die Matrix nur aus dem Hyaluronsaurederivat und 
dem hydrolysierten Kollagen aufgebaut. 

Es hat sich gezeigt, daB Matrizes mit einem 
Hyaluronsaurederivatanteil von unter 30 Gew.-% technisch 
aufgrund einer zu geringen Stabiiitat nachteilig sind. 
Umgekehrt konnte durch die er f indungsgemaBe Kompos i tma tr ix 
aus einem Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertem Kollagen 
die Zel ladhasion, die Matr ixbeladung mit Zellen und die 
darauf f olgende Zel Idi f f erenz ierung gegeniiber Matrizes aus 
100% Hyaluronsaurederivat, wie sie beispielsweise aus dem 
eingangs genannten US 5,676,964 bekannt sind, deutlich 
verbessert werden . 
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Aufierdem wird durch das Hyaluronsaurederivat eine veLzogert 
abbaubare Komponente direkt in die Kompos i tmat r ix 
auf genommen . Hierdurch kann beispielsweise die aus der EP-A-0 
784 985 bekannte zusatzliche Beschichtung vermieden werden 
Oder eine sonst gegebenenf alls notwendige 

Kollagenderivatisierung, die aufgrund der zum Teil 
nachgewiesenen Toxizitat der Derivatisierungsagentien 
unerwunscht ist. 

Als hydrolysiertes Koliagen eignet sich partiell und/oder 
vollstandig hydrolysiertes Koliagen, insbesondere Gelatine, 
d.h. Koliagen in stark hydrolysierter Form. Beispielsweise 
kann Gelatine vom Schwein oder vom Rind eingesetzt werden. Es 
konnen jedoch auch Gelatinef ormen mit einer hoheren 
Aggregationsrate in Richtung Fibrillen eingesetzt werden. 
Starker aggregiertes Koliagen kann zu einer Verbesserung der 
Matrixstabilitat fuhren. Solche Kollagene mit untersch iedlich 
grofien Degradations f ormen konnen durch eine kontro] 1 ierte, 
langsame Hydrolyse von fibrillarem Koliagen erzeugt werden. 

Das hydrolysierte Koliagen kann gewiinschtenf all s zusatzlich 
derivatisiert und/oder quervernetzt sein. 

Als Hyaluronsaurederivat zur Hers tel lung der 

erf indungsgemafien Kompositmatrix werden Hyaluronsaureester 
wie Ethyl- und insbesondere Benzylester aufgrund seiner 
besseren biomechanischen Eigenschaf ten bevorzugt, wobei die 
Hyaluronsaure unterschiedliche Veresterungsgrade au fweisen 
kann. Beispiele fiir er f indungsgemafi einsetzbare 

Hyaluronsaureester sind in dem US-Patent Nr. 5,676,964 
genannt. Die Offenbarung dieses US-Patents wird somit in die 
vorl iegende Beschreibung auf genommen . 

Vorteilhaft ist das eingesetzte Hyaluronsaurederivat 
iiberwiegend hydrophob . 



Ein bevorzugter Hyaluronsaureester ist ein 
Hyaluronsaure (HYAFF), der beispielsweise 



Benzylester der 
von der Firma 
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"Fidia Advanced . Biopolymers " aus Abano Therme in rtaiien 
bezogen werden kann. HYAFF wird in ver sch i.edenen 
Veres terungsgraden angeboten, von denen er f IndungsgemaB ein 
hochveres terter Hyaluronsaurebenzylester "HYAFF II" (100% 
Benzy les ter ) , der als bereits zuge.lassenes 

Wundverbandmaterial "JALOSKIN" im Handel erhaltlich ist, 
bevorzugt wird. 

Andere Hya luronsaurees ter mit niedrigeren Veres terungsgraden 
( beispielsweise HYAFF 11 p 75, ein Hyaluronsaurebenzy les ter 
mit einem Veresterungsgrad von ca. 75%) und/oder anderen 
Alkoho Ires ten , wie beispielsweise Hyaluronsaureethyles ter 
(wie etwa HYAFF 7), oder mit Mischungen versch ledener 
Alkoholreste sind jedoch auch einsetzbar. 

Die er f indungsgemaBe Kompos i tma tr ix ist poros, insbesondere 
offenporig. Bevorzugt haben die Poren in der Kortios i tmat r ix 
einen durchschnittlichen Durchmesser im Bereich von 10-1000 
^in, insbesondere 50-500 \sm, Es hat sich gezeigt, daB zu groBe 
Poren (> 1000 ^m) bei der Besiedeiung mit Zellen zu einem 
hohen Zellverlust aus der Matrix, besonders bei kleinen 
Schwammdurchmessern f iihren . Bei zu kleinen Poren (< 100 \im) 
zeigt sich ein starker Siebeffekt und die Zellen kdnnen nicht 
in tieferen Matrixbereichen angesiedelt werden. Jedoch kann 
durch einen bestimmten Anteil kleinerer Poren eine niedrigere 
Dichte und eine lockerere Struktur der Kompos itmatrix 
erreicht werden. Hierdurch kann eine Beschleunigung des 
Abbaus in vivo ohne Anderung der fur die Zellen zuganglichen 
PorengroBe erreicht werden. 

Poren mit einem durchschnittlichen Durchmesser im Bereich von 
100-350 fjm und Poren mit einem durchschnittlichen Durchmesser 
im Bereich von 350-1000 ^m haben sich als vorteilhaft 
erwiesen. Wenn eine niedrigere Dichte oder eine lockerere 
Struktur der Kompositmatrix erwiinscht ist, konnen zusatzlich 
Poren im Bereich von 10-100 pm, insbesondere im Bereich von 
etwa 50 ^im vorhanden sein. Auch konnen Poren in etwa gieicher 
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GroBe oder Poren mit einem GroBegradienten berei tgestelit 
werden . 

Zusatzlich kann die er f indungsgemafie Komposi tmatr ix chemisch 
Oder physikalisch quervernetzt sein, Hierdurch laBt sich die 
biologische Abbaubarkeit der Kompositmatrix je nach Bedarf 
verzogern. AuBerdem kann ein vorzeitiges Auslaugen von 
eventuellen Zusatzen verhindert werden. Als Vernet zungsmi ttel 
eignet sich beispielsweise Cyanamid, das Proteine und 
Polysaccharide vernetzt und beim biologischen Abbau keine 
korperf remden, schadlichen Reststoffe ergibt, da es zu 
Harnstoff degradiert wird. 

Die erf indungsgemaBe Kompositmatrix kann dariiber hinaus 
biologisch aktive Verbindungen umfassen. Hierbei kann es sich 
beispielsweise um Verbindungen handeln, die die Eigenschaft 
der Matrix fur die Besiedlung von Zellen optimieren, wie 
beispielsweise Antibiotika, Verbindungen zur Verbesserung der 
Zelladhasion, Calciumsalze , induktive Faktoren oder weitere 
Glykosaminoglykane und deren Derivate. Vorteilhaft laBt sich 
die Zelladhasion durch Zugabe von hochpolymerem Poly-L-lysin 
Oder Beschichtung mit einem aktivierten Succinylder ivat von 
Poly-L-lysin oder das Beimengen von Fibronektin oder Peptiden 
mit RGD-Sequenzen verbessern. 

Um den Einsatz der erf indungsgemaBen Kompositmatrix in der 
Therapie von ossaren Gewebedef ekten zu optimierten, kann die 
Matrix Calciumsalze wie z.B. Calciumsuf ate, Calciumphosphate 
und Calciumcarbonate beispielsweise als Suspension oder 
liosung enthalten . 

Zur Verminderung der Inf ektionsgef ahr bei der Implantation 
der erf indungsgemaBen Kompositmatrix kann diese auch 
Antibiotika enthalten. 

Als weitere biologisch aktive Verbindungen kann die 
erf indungsgemaBe Kompositmatrix beispielsweise zur 

Optimierung der Reparatur von muskuloskeletalen Defekten 
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induktive Faktoren, insbesondere Cytokine wie z.B, bFGF 
(fibroblast growth factor), IGF (insulin-like growth factor) 
Oder TGFbeta (transforming growth factor) enthalten. 

Die Kompositmatrix eignet sich besonders fiir die in vitro und 
in vivo Generierung von dif f erenziertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen, mesenchymalen Stamm- und 

Progeni torzel len, Osteoblasten und Bindegewebezel len . Die 
Erfindung betrifft somit auch Kompos i tmatr i zes , die diese 
Zellen umfassen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung der vorstehend beschr iebenen 
porosen Kompositmatrix- Dieses Verfahren umfaBt das Losen 
Oder Suspendieren des Hya luronsaureder ivats und des 
hydrolysierten Kollagens in einem geeigneten ersten 
Losungsmittel , die Zugabe einer pulverf ormigen Verbindung, 
die sich in dem ersten Losungsmittel praktisch nicht lost, 
die jedoch in einem zweiten Losungsmittel loslich ist, in dem 
die Matrixbildner Hyaluronsaurederivat und hydrolys iertes 
Kollagen praktisch unloslich sind, zu der Ldsung oder 
Suspension, wobei die pulverf ormige Verbindung eine mittlere 
KorngroBenverteilung im Bereich der gewiinschten PorengroBe 
der herzustellenden Kompositmatrix aufweist, das Entfernen 
des ersten Losungsmittels und anschliefiend das Losen der 
pulverf ormigen Verbindung in einem zweiten Losungsmittel, in 
dem sich die pulverf ormige Verbindung lost und die 
Matrixbildner praktisch nicht losen- 

Als erstes Losungsmittel eignet sich insbesondere 
1,1,1,3,3, 3-Hexaf luorisopropanol (HFIP) . Hierbei handelt es 
sich urn eine hochf liichtige Fliissigkeit, in der sich 
veresterte Hyaluronsaure , hydrolys iertes Kollagen (Gelatine) 
sowie weitere, fiir die spezifischen Er f ordernisse notwendige 
Substanzen wie z.B. Wachs turns faktoren und Calciumverbindungen 
gleichzeitig bei Raumtempera tur losen bzw. suspendieren. Je 
gro/^er die Molekiilaggrega te des hydrolysierten Kollagens 
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sind, desto schlechter ist deren Loslichkeit in HFIP. 
Fibriliares Kollagen wird nicht mehr gelost. 

Die Konzentrat ionen der Ausgangsstof f e in dem ersten 
Losungsmi ttel sind fur das er f indungsgemaBe Verfahren 
unwesentlich und konnen variiert werden, solange handhabbare 
Losungen bzw. Suspensionen erhalten warden. Dies betrifft 
sowohl die Konzentrat ionen der einzelnen Komponenten, als 
auch die Gesamtkonzentration der Komponenten in dem ersten 
Losungsmi ttel . Die Einzelkonzentrationen von dem 

Hyaluronsaurederivat und dem hydrolysierten Kollagen 
bestimmen das Gewichtsverhal tnis der beiden Komponenten im 
Endprodukt . Da zum Schlu/3 das erste Losungsmi ttel dem 
Endprodukt entzogen wird, bestimmt die Gesamtkonzentration 
die Dichte und Festigkeit des Endproduktes . 

Fiir die Handhabung der er f indungsgemaiien Komposi tmatrix 
spielt deren mechanische Festigkeit in nassem Zustand eine 
wichtige Rolle. Die Festigkeit der Kompositmatrix ist bei 
hohem Hyaluronsaureder ivatanteil in der Matrix am groBten, da 
die Matrix hier am wenigsten quillt. Bei wachsendem Anteil 
des hydrolysierten Kollagens quillt die Kompositmatrix 
zunehmend stark und wird weniger stabil. 

Bevorzugt wird in dem er f indungsgemafien Verfahren HYAFF mit 5 
Gew.-% in HFIP gelost. Hierzu kann Gelatine in variabler 
Einzelkonzentration von beispielsweise bis zu 7,5 Gew.-% 
beigegeben werden, so daft eine hohe Gesamtkonzentration von 
12,5 Gew,-% Matrixbildner in der Losung erreicht wird. 
Dadurch wird die Minderung der Festigkeit wegen der starken 
Quellung kompensiert. Losungen mit einer Gesamtkonzentration 
von mehr als 12,5 Gew.-% sind sehr zah und lassen sich 
schlecht handhaben. Eine Erhohung des Anteils der Gelatine im 
Endprodukt ist daher nur dann durchf iihrbar , wenn der HYAFF- 
Anteil reduziert wird. Jedoch mindert eine Reduktion des 
HYAFF-Anteils (beispielsweise auf eine Einzelkonzentration 
von 2,77 Gew.-% bei einer Gesamtkonzentration von 9,23 Gew.-% 
der Matrixbildner in der Losung, was einem Gewichtsverhaltnis 
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von HYAFF zu Gelatine von 30:70 entspricht) die Stabiiitat 
der Matrix ohne eine Verbesserung der Biover tragi ichkei t zu 
ergeben . 

Grundsat z 1 ich wirkt sich der Zusatz von Gelatine positiv auf 
die Biovertragl ichkeit und auf die histogene Eigenschaft der 
Matrix aus . In vitro und in vivo bewahrte sich ein 
Gewichts verbal tnis von Hyaluronsaurederivat zu hydrolys iertem 
Kollagen von etwa 70:30, wobei jedoch je nach Anwendung zum 
Beispiel fiir die Bildung von Knorpel oder fiir die 
Regeneration von Knochengewebe optimale Gewichtsverha ! tnisse 
im Bereich von 99:1 bis 60:40 liegen konnen. 

Die Porenbildung erfolgt durch Zugabe einer pul ver f ormigen 
Verbindung, die in dem ersten Losungsmittel praktisch nicht 
loslich ist. Wird als erstes Losungsmittel HFIP verwendet, so 
eignete sich beispiel sweise Natriumchlor id als pul ver f ormige 
Verbindung zur Porenbildung. Natriumchlor id ist praktisch 
unloslich in HFIP, auBerdem ist es untoxisch und billig. 

Neben Natr iumchlorid eignet sich dariiber hinaus z.B, beim 
Einsatz von HFIP als erstes Losungsmittel jedes 
wasserlosliche und in HFIP nicht losliche Alkali- oder 
Erdalkalisalz , insbesondere -halogenid. Aus den oben 
genannten Griinden wird jedoch Nat r iumchlorid bevorzugt . 

Die zugegebene Menge der pulver f ormigen Verbindung bestimmt 
die Porenzahl und damit die Dichte und auch Festigkeit der 
hergestellten Matrix. Als vorteilhaft hat sich ein 
Gewichtsverhaltnis von Losung oder Suspension zu 
Natriumchloridkristallen von etwa 1:2 erwiesen. 

Die PorengroBe wird durch die Auswahl der KorngroBe der 
pulverf ormigen Verbindung bestimmt. Kaufliches Natriumchlorid 
hat iiberwiegend Korner mit einem Durchmesser zwischen 500 und 
1000 Mm. Fraktionen von kleineren GroBen konnen einfach durch 
zermorsern von groBeren Kornern und durch Sieben durch 
kalibrierte Siebe hergestellt werden. 
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Das Gemisch aus HYAFF, Gelatine und Natriumchlor idkr istal len 
hat die Konsistenz einer dicken Paste. Durch das Pressen mit 
einem Stempel in Formen, beispielsweise aus innertem 
Kunststoff (PTFE, PE , PVC ) ist es moglich, Matrixob jekte 
herzus tel len , deren Form weitgehend dem Bedarf angepaBt 
werden kann. Da HFIP als Losungsmittel sehr volatil ist, 
erfolgt ein schnelles Trocknen des Gemisches . Deswegen sollte 
das Gemisch in geschlossenen GefaBen aufbewahrt und moglichst 
schnell verarbeitet werden. Das Trocknen kann beispielsweise 
iiber Nacht unter einem Abzug und anschliefiend einige Stunden 
im Vakuum erfolgen. Danach kann die Kompositmatrix aus der 
Form entnommen werden. 



Da das Gemisch wahrend der Trocknung kaum schrumpft, kann das 
Loslosen der Matrix Schwierigkeiten bereiten. Deswegen 
sollten die Formen so gestaltet sein, daB man den 
getrockneten Inhalt mit einem Stempel herausdriicken kann. 
Beispielsweise konnen zyl inder f ormige Matrizes mit einem 
Durchmesser von 3-18 mm und einer Hohe von 2-15 mm leicht 
hergestellt werden. Fiir die Herstellung von groBeren 
Matrixblocken haben sich kuboide, wannenf ormige Formen als 
besonders geeignet erwiesen, die aus zerlegbaren Wand- und 
Bodenteilen zusammengelegt sind. 

Die Poren der er f indungsgemaBen Kompositmatrix werden 
anschlieBend durch Losen der pulverf ormigen Verbindung in 
einem zweiten Losungsmittel erhalten, in dem sich die 
pulverf ormige VerbindUng lost und die Matrixbildner praktisch 
nicht losen, Wenn Natriumchloridkristal le als pulverf ormige 
Verbindung verwendet werden, eignet sich als zweites 
Losungsmittel insbesondere Wasser. Mehrf aches Spiilen in 
Reinwasser entfernt das Salz und eventuell noch anhaftende 
Spuren von HFIP. Bei kleinen Proben empfehlen sich vier 
Wechsel des zweiten Losungsmit tels nach jeweils 15 Minuten 
Eintauchzeit , bei grofieren Proben 6 Wechsel nach jeweils 20 
Minuten , 
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Beim ersten Trocknen der Kompos i tmatrix durch Verdampfen des 
ersten Losungsmi t tel s warden primar geschlossene Poren mit 
darin enthaltenen Salzkornern erzeugt. Wahrend des 
Waschvorgangs quillt die semipermeable Substanz der Matrix 
auf und es kommt in den Poren zur Bildung einer osmotisch 
hochaktiven Salzlosung, I n f olgedessen platzen bei weiterer 
Wasserauf nahme die Poren und die Matrix wird zum SchluB 
of f enpor ig . 

Falls gewiinscht, kann die Kompos i tmatrix wahrend oder nach 
der Herstellung zusatzlich mit wie oben beispielhaft 
genannten biologisch aktiven Verbindungen beladen warden. 
Vorteilhaft werden die biologisch aktiven Verbindungen zu der 
Losung oder Suspension der Ma trixkomponenten noch vor der 
Zugabe der pulver f ormigen Verbindung zugesetzt. 

Vorteilhaft wird die so hergestellte Kompositmatrix 
anschl iefiend getrocknet . Dies kann beispielsweise durch 
Eintauchen in Aceton auf steigender Konzentrat ion (50%, 80%, 
100%), blotten auf Filterpapier und anschlieBendes Trocknen 
im Vakuum erreicht werden. 

SchlieBlich ist es ratsam, eine diinne Oberf lachenschicht der 
Kompositmatrix beispielsweise mit einer scharfen Klinge zu 
entfernen, da in dieser Schicht eine hohe Zahl von 
geschlossenen Poren verbleibt, was das Eindringen von Zellen 
in die Tiefe behindert . 

Vor einem Beladen mit Zellen wird die Kompositmatrix 
vorteilhaft steril is iert . Dies kann durch verschiedene 
bekannte Sterilisationsver f ahren wie beispielsweise mit 
Alkohol, Ethylenoxid oder durch gamma-Sterilisation erfolgen. 
Bevorzugt wird eine gamma-Sterilisation mit beispielsweise 
350.000 rad. 

Die er f indungsgemaBe Kompositmatrix eignet sich flir die in 
vitro und in vivo Generierung von di f f erenz iertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen, mesenchymalen Stamm- und 
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Progen itorzellen , Osteoblasten und Bindegewebezel len . Durch 
eine spezifisch angepaBte Matr ixzusammense t zung sowie 
Matrixgeometr ie wird hiermit die Reparatur muskuioske 1 etaler 
Defekte moglich. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch die Verwendung 
der oben beschriebenen Komposi tmatrix zur Generierung von 
dif f erenziertem Gewebe aus chondrozytaren Zellen oder 
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen , wobei frisch 
entnommene oder amplif izierte Zellen zu der Komposi tmatrix 
zugegeben und gegebenenf alls unter chondro-, osteo- oder 
fibrogenen Bedingungen kultiviert werden. 

Durch Zugabe von frisch entnoitunenen Chondrozyten oder 
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzel len oder von in vitro 
ampli f izierten, dedi f f erenzierten Chondrozyten oder 

mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen zu der 
erf indungsgemaiien Komposi tmatrix unter chondrogenen 
Kulturbedingungen kann somit ein biomechanisch belastbares 
Gelenkknorpelgewebe hergestellt werden. Die erf indungsgemaBe 
Komposi tmatrix eignet sich somit zum Tissue Engineering von 
Gewebetypen des Binde- und Stiit zapparates , insbesondere von 
chondralem und ossarem Gewebe, 

Eine so hergestellte , biokompatible und biodegradable 
Kompositmatrix eignet sich ohne oder mit vorheriger in vitro 
Kultivierung zur in vivo Dif f erenzierung zu Gewebetypen des 
Binde- und Stiitzapparates ^ insbesondere zu chondralem und 
ossarem Gewebe unter ektoper oder autotoper Implantation. 

Die erf indungsgemaBe Kompositmatrix eignet sich 

beispielsweise fiir humane Chondrozyten, die aus hyalinem 
Knorpel gewonnen wurden . Dabei konnen hyaline Gelenkknorpel 
von Autopsien sowie Restknorpelbestande aus der Durchfiihrung 
von Totalendoprothesen den Entnahmeursprung darstellen. 
Auiierdem eignen sich embryonale Chondrozyten, wie sie 
beispielsweise von Abtreibungen erhalten werden konnen. 
Dariiber hinaus konnen adulte mesenchymale Stamm- und 
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Progen i tor zel len beispielsweise aus Knochenmark , Synovium 
Oder Periost sowie bevorzugt einbryonale mesenchymale Stamm- 
und Progeni torzellen beispielsweise aus der Nabelschnur 
verwendet warden. Embryonale mesenchymale Stammzellen bieten 
den Vorteil einer fehlenden Abstofiung bei allogener 
Transplantation. Zudem stehen sie standig in ausreichender 
Zahl zur Verfiigung und konnen ohne einen zusatzlichen 
Eingriff am Patienten gewonnen werden . 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Implantat, das eine erf indungsgemafie porose Kompos i tma tr ix 
umfaBt. Ein solches Implantat, das vorzugsweise mit der 
Kompositmatrix beschichtet ist, hat den Vorteil, daB eine 
bessere Integration zum Knochen und gegebenen f a 1 1 s auch zum 
umgebenden Bindegewebe hergestellt wird . 



Als Implantatoberf lachen , die mit der er f indungsgemaBen 
Kompositmatrix beschichtet werden, eignen sich insbesondere 
Oberflachen aus Metall, wie beispielsweise Titan oder Stahl, 
einem Polymer oder Keramik. 



Die er f indungsgemaBe Kompositmatrix weist den Vorteil auf, 
daB es beim Beladen der Matrix mit Zellen nur zu einer 
geringen GroBenveranderung kommt . Bekannte Kol lagenma trizes 
zeigen beim Beladen mit Zellen starke GroBenunter schiede 
(zunachst massives Aufquellen, dann starke Tendenz sich 
einzukugeln) . Fiir die Anwendung von Tissue-Engineering (in 
vitro Erzeugung von Gewebe mit dem Ziel, dieses in einen 
Defekt einzubauen) ist jedoch eine GroBens tabi 1 i ta t der 
Matrix auch nach Zellbeladung und Kultivierung von groBem 
Vorteil. Dies wird durch die er f indungsgemafie Kompositmatrix 
und insbesondere durch die gleichzeit ige Mischung der 
Matrixbildner unter Verwendung von HFIP erreicht. 



Dariiber hinaus werden mit der er f indungsgemaBen 
Kompositmatrix folgende weitere Vorteile erzielt: 



wo 00/32251 



PCT/EP99/09444 



14 

In stationarer Kultur ist eine Redi f f erenz ierung 
amplif izierter Chondrozyten in der Kompos itmatrix moglich. Es 
werden knorpel typische Proteoglykane (Chondroitinsul f at , 
Keratansulf at , Aggregan) sowie Kollagen II gebildet. Dies 
konnte nach 2-, 4- und 6-wochiger Kultivierung nachgewiesen 
werden . 

Das in vitro erzeugte Produkt aus auf der Kompos i tmatrix 
kultivierten Chondrozyten zeigt eine deutliche Zunahme in der 
biomechanischen Stabilitat im Vergleich zur Ausgangsbedingung 
am Zeitpunkt des Aufbringens von Zellen auf der Matrix. 

Ohne Zellen lost sich die Matrix in vitro nach ca. 14 Tagen 
auf. In vivo laBt sich eine Resorption nach ca . 6-8 Wochen 
beobachten (Nacktmaus, Kaninchen). 

Gute Dif ferenzierungsf ahigkeit von Knochenmarkzellen zu 
hyalinartigem Gewebe in vitro. 

Sehr gute Dif f erenz ierung zu ossarem Gewebe beim Einbau in 
Subkutangewebe von Nacktmausen, Resorption der Matrix in vivo 
erst nach 6 Wochen. 

Beim Einbau in osteochondrale Defekte im Kniegelenk von 
Kaninchen ist eine Integration des Zell-Matrixkons truktes 
erkennbar (Zellen waren hierbei Knochenmarkzellen oder 
Chondrozyten), Dif f erenzierung zu Knorpelgewebe ist 
erkennbar. Im ossaren Defektanteil zeigt sich knocherne 
Integration und Ausdi f f erenz ierung zu neuem Knochengewebe . 

Keine Entzundungsneigung durch Material im Kniegelenk 
nachweisbar (kein Gelenkergufi , kein massiver Anstieg von 
Entziindungszellen ) . 

Einbau des Zel 1-Matrixkonstruktes in Meniskusdef ekte des 
Kaninchens nach vorheriger Kultivierung in vitro moglich, 
gute Regeneration des Meniskusdef ektes , keine 

Entzundungsneigung im Kniegelenk. 
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In der Kombination mit dem Hyaluronsaurederiva t ist das sonst 
auftretende negative Quellen bei Gelatine oder Kollagen nach 
Befeuchten der trockenen Matrix nicht gegeben . Dies ist fur 
Tissue Engineering Matrizes, bei denen ein best.immtes 
vorgegebenes Defektareal zu reparieren ist, besonders 
giins tig. 

Die anliegenden Figuren zeigen Vergrofierungen der 
er f indungsgemaBen Kompos itma tr ix . Es zeigen: 

Figur 1 eine 50-fache Vergro/ierung einer stabileren Struktur 
(oben) und einer schwacheren Struktur (unten), 

Figur 2 eine 100-fache VergroBerung der stabileren Struktur 
(oben) und der schwacheren Struktur (unten) , 

Figur 3 eine 200-fache Vergrofierung der stabileren Struktur 
(oben) und der schwacheren Struktur (unten) und 

Figur 4 in den Poren wachsende Chondrozyten bei 200-facher 
VergroBerung (oben) und 1000-facher VergroBerung (unten). 

Die jeweils stabilere Struktur in Figuren 1-3 wurde durch 

eine hohere Gesamtkonzentrat ion der Matr ixkomponenten in der 

Losung wahrend der Herstellung erhalten, wobe i die 

Gesamtkonzentration von 6,3% fur die schwachere Struktur bis 
9,2% fur die stabilere Struktur variiert wurde. 

Die fadenartigen Strukturen in Figur 4 deuten auf die 
beginnende Produktion der ex trazel lularen Matrix hin. 



Die nachf olgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung 
naher erlautern. 
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Beispiel 1 

Eine er f indungsgemaBe Kompos i tmatrix vmrde durch Aufiosen von 
HYAFF und Gelatine in HFIP, Zugabe von 

Natriumchloridkristallen, Formen und Trocknen der 

entstandenen Paste, sowie durch Entfernen des Nat r iumch lor ids 
durch mehrf aches Spulen mit Wasser hergestellt. Nach dem 
Trocknen wurde die Kompos i tmatrix einer gamma-Sterilisation 
unter zogen . 

Beispiel 2 

Praparationsbeschreibuno 

Gewinnung von Chondrozyten fiir die primare Zellkultur 

Adulter Gelenkknorpel/ Embryonaler Knorpel 

Hyaliner Gelenkknorpel ( adult /embryonal ) wurde nach Entnahme 
sofort in RPMI-Medium transferiert und moglichst schnell 
auf gearbeitet (kleiner 24h) . Hierzu wurde der Knorpel 
zunachst mechanisch vom Knochen getrennt und dann mit einem 
Skalpell zerkleinert (Endgrofle: 1-2 mm groBe 

Knorpelstiickchen) . Bei 37°C erfolgte daraufhin unter 
standigem Schwenken ein enzymatischer Andau mit Kollagenase, 
Hyaluronidase und DNAse . Die Enzyme wurden in RPMI-Medium mit 
Hepes-Puf f er , L-Glutamin und Zusatz von 

Penicillin/Streptomycin ( Ant ibiotikazusatz ) resuspendiert . 
Das optimierte enzymatische Dissoziationsinterval 1 betrug 12 
Stunden. Durch Zugabe von serumhaltigem Medium (RPMI mit 10% 
AB-Serum oder RPMI mit 10% fetalem Rinderserum ( FBS ) ) wurde 
die enzymatische Aktivitat gepuffert. Daraufhin erfolgte die 
Extraktion noch verbliebener extrazellularer Matrixstucke 
durch Filtern und Zentrif ugieren der Suspension, Verwerfen 
des Uberstandes und Resuspendieren des Zellpellets in RPMI 
mit 10% AB-Serum oder RPMI mit 10% FBS. Nach einer 
Zellzahlung folgte eine stationare Kultivierung und 
Amplif ikation der Chondrozyten fur 14-21 Tage (2 mal pro 
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Woche Mediumwechsel mit serumha 1 t igem Medium). Nach Erreichen 
von Konfluenz erfolgte ein Passagieren der Zellen (Entfernen 
des Mediums, Zugabe von 0,25% Trypsin, nach Aufheben der 
Zelladharenz Zugabe von serumhal t igem Medium, Zen t r i f iiga t ion 
der Zel Isuspension und Resuspendieren des daraufhin 
gewonnenen Pellets in frischem Medium, Zelizahlung und 
erneutes Aussahen der Zellen). Hierbei wurde zumeist eine 1 
in 4 Teilung durchge f uhr t , d.h. eine Kul tur f lasche iieferte 
die Zellen fur 4 neue Flaschen. Nach erneuter Konfluenz (ca. 
nach 2-4 Wochen) wurden die Zellen ( Sekundarku 1 tu r ) durch 
erneute Tryps inbehandlung (siehe oben) von dem KulLurboden 
abgelost und fiir die Beladung der Matrizes vorbereitet. 

Es konnen jedoch auch Zellen in Primar- und Tert iarku 1. tur (2 
Pas sagierungsschritte ) verwendet werden . 

Embryonale mesenchymale Stamm- und Progenltorzel len aus der 
Nabelschnur 

Die Zellen wurden in DMEM Medium mit 10% FBS kultiviert und 
nach Erreichen von Konfluenz als Primarkultur fiir die 
Matr ixbeladung verwendet. Die Gewinnung der adharenten Zellen 
erfolgte wiederum durch die oben beschriebene 
Tryps inanwendung . 

AdultG mesenchymale Stamm- und ProgonitorzGl len aus 
Knoahenmark 

Knochenmark wurde aus dem Darmbeinkamm von 4 Monate alten 
weiBen Neuseelandhasen gewonnen. Zu dem Aspirat wurde 
"Dolbecco's modified Eagle's Medium" (DMEM) mit 10% fetalem 
Rinderserum (FBS) zugegeben. Nach Bestimmung der Zellzahl 
wurden 20x10^ Zellen in 100 mm Zuchtschalen bei 37°C mit 5% 
CO2 kultiviert. Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt 
bis die Zellen 80% konfluent waren. Adharente Zellen wurde 
wie oben beschrieben mit Trypsin behandelt, gezahlt, 
gewaschen und in DMEM auf eine Endkonzentrat ion von 5x10^ 
Zellen/25 nL resuspendiert . 
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Matr ixbeladung 

Zur Ma tr ixbeladung wurde das Zellpellet in wenig Medium 
aufgenommen (1 mm / 1 ^il ) . Daraufhin erfolgte das Beladen der 
Matrix (steril, bisher trocken) von einer Seite. Dadurch 
wurde das Entweichen von Luft, die sich in der Matrix befand, 
s icherges tell t (Einwirkzeit 1-5 Minuten). Daraufhin wurde 
durch Erzeugen eines Unter- und Uberdruckes mit einer 
Pipettenspit ze noch verbliebenes Medium mit hoher 
Zelikonzentration in die Matrix trans feriert . Es sollte eine 
mogl ichst homogene Verteilung von Zellen in der Matrix 
erreicht werden. Durch die Zugabe von Detergenzs tof f en kann 
die Beladung erleichtert werden . 

Anschl ieBend erfolgte eine Inkubation von 2h im Inkubator 
(37°C, 5 % CO2). Dies erlaubte den Zellen, sich an der 
vorliegenden Matrix zu adharieren. 

AbschlieBend wurde das Zell-Matrixkonstrukt mit Medium voll 
uberschichtet und weiterkul tiviert . 

Kulturbeschreibuna 

Stationare Kultur 

Hierfur wurden unterschiedliche Kulturmedien verwendet: 
RPMI mit 10% AB-Serum (Human), 
RPMI mit 10% FBS oder 

"Dulbecco's modified Eagle's Medium" (DMEM) mit hohem 
Glucosegehalt und Nahr- sowie Zusat zs tof f en (ITS und Pyruvat 
plus Dexamethason, Ascorbinsaure und TGF betal). (Vgl. B. 
Johnstone in Exp. Cell Res. 238 (1998)). 
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Kont inuierliche Per f us ionskul tur 



Eine 



a 1 terna tive 



Kul t i V Le rungs bed ingung 



s te I 1 



die 



kontinuieriiche Per f us ions ku 1 1 u r in RPMI-Medium mit 10% AB- 
Serum dar. 



Um die Wirksamkeit der Beladung der er f indungsgemaBen 
Kompos i tmatr ix mit Zellen zu untersuchen, wurde eine gemaB 
Beispiel 1 hergestellt Kompos itmatrix mit den gemaB Beispiel 
2 gewonnenen Knochemnarkzellen beladen. Ein Teil der Matrizes 
wxirde sofort in Formalin fixiert, gewaschen und in Paraffin 
eingebettet (Gruppe I). Andere beladene Matrizes (Gruppe IT) 
wiirden fiir 14 Tage in einem chondrogenen Medium enthaltend 
DMEM mit ITS + Vormischung (Collaborative Biomechanical 
Products), Pyruvat ( ImM) ^ Ascorbinsaure-2-phosphat (37,5 
Mg/ml), Dexamethason (IO'^'m) und TGF-Bl (10 ng/ml), 
kultiviert. Das Medium wurde dreimal wochentlich gewechselt. 

Die Zellsuspension \vurde unter leichtem Quellen des 
Konstrukts in die Matrix eingebracht . Durch Toluidinblau 
gefarbte Bereiche der Matrizes aus Gruppe I konnte gezeigt 
werden, daB eine hohe Zellbeladung in alien Poren der 
Matrizes vorlag. Nach 14 Tagen unter chondrogenen 
Kul turbedingungen (Gruppe II) waren die urspriinglich weichen 
Zellmatrixkonstrukte gehartet. Die Tuluidinblau gefarbten 
Bereiche zeigten Zellen mit einer ausgepragten 
metachromat isch farbenden extrazel lularen Matrix, die in der 
gesamten Kompos i tmatr ix vorlag. Die extrazel lulare Matrix 
enthielt Kollagen II. 



Wie in Beispiel 3 mit Zellen beladene Kompos i tmatr i zes warden 
subkutan in immundef iziente Mause implantiert (Gruppe III). 
Gleiche Matrizes wurden fiir 14 Tage in vitro in dem in 
Beispiel 3 beschr iebenen chondrogenen Medium kultiviert und 



Beispiel 3 



Beispiel 4 
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dann in vivo implantiert (Gruppe IV). Die Implantate wurden 
nach 3 Wochen entnommen, in Formalin fixiert, entkalkt und in 
Paraffin eingebettet . 

Es wurden 5 ^im dicke Scheiben der Proben geschnitten und mit 
Toluidinblau gefarbt. Die gefarbten Bereiche wurden nach 
ihrer os teochondralen Di f f erenz ierung bewertet (0 (weder 
Knochen noch Knorpel in den Matrixporen) bis 4 (mehr als 75% 
der Poren enthalten Knochen und/oder Knorpel)). 

Nach 3 Wochen in vivo trat weder bei den Gruppe III noch bei 
den Gruppe IV Implantaten eine wesentliche Grofienveranderung 
auf. Die fiir 14 Tage in vitro vorkultivierten ImpLantate 
(Gruppe IV) erschienen jedoch qualitativ harter als die 
Kompositmatrizes , die sofort nach der Beladung mit den Zellen 
implantiert wurden (Gruppe III). Das Farben mit Toluidinblau 
ergab eine os teochondrale Dif f erenzierung von Zellen in den 
Kompositmatrizes beider Gruppen, wobei sich die Poren mit 
Knorpel und Knochen fiillten. Die Kompositmatrizes der Gruppe 
IV enthielten jedoch mehr Knochen und Knorpel 
(durchschnittliche Bewertung = 4, verglichen mit einer 
Bewertung von 3 fiir Gruppe III). Aufierdem war der Anteil an 
Knochen in den Proben der Gruppe IV grofier (Verhaltnis von 
Knochen: Knorpel: fibrosem Gewebe in Gruppe III: 40:20:40 und 
in Gruppe IV: 85:10:5). 
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Paten tanspriiche 



1. Porose Kompositma trix , wobei die Matrix aus 
Matr ixbildnern umfassend ein Hyaluronsaurederiva t: und 
hydrolys iertes Kollagen aufgebaut ist, und die Ma trixbi Idner 
in einem Gewichtsverhaltnisbereich von Hyaluronsaurederiva t 
2u hydrolys iertem Kollagen von 30:70 bis 99:1 vorliegen. 



2. Kompositmatrix nach Anspruch 1, worin die 
Matrixbi Idner in einem Gewichtsverhaltnisbereich von 
Hyaluronsaurederivat zu hydrolys iertem Kollagen von 60:40 bis 
99:1, bevorzugt in einem Gewichtsverhal tnis von etwa 70:30 
vorliegen. 

3. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das hydrolys ierte Kollagen partiell und/oder 
vollstandig hydrolysiert ist. 



4 . Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das hydrolysierte Kollagen zusatzlich 
derivat isiert und/oder quervernetzt ist. 



5. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das Hyaluronsaurederivat ein 
Hyaluronsaureester ist . 

6. Kompositmatrix nach Anspruch 5, worin der 
Hyaluronsaureester ein Ethyl- oder Benzylester der 
Hyaluronsaure ist . 



7 . Kompositmatrix nach einem 
Anspriiche, umfassend Poren mit einem 
Durchmesser im Bereich von 10-1000 [xm. 



der vorhergehenden 
durchschni t t 1 ichen 
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8. Kompositmatrix nach Anspruch 7, worin die Poreri einen 
durchschni ttlichen Durchmesser im Bereich von 100-350 Mm 
auf weisen . 

9. Kompositmatrix nach Anspruch 7, worin die Poren einen 
durchschnittl ichen Durchmesser im Bereich von 350-1000 \im 
auf weisen . 

10. Kompositmatrix nach Anspruch 8 oder 9, worin 
zusatzlich Poren im Bereich von 10-100 vorhanden sind. 

11. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, die Quervernetzungen aufweist. 

12. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, urafassend biologisch aktive Verbindungen wie 
Antibiotika, Verbindungen zur Verbesserung der Zelladhasion, 
Caiciumsalze, induktive Faktoren oder weitere 
Glykosaminoglykane und deren Derivate. 

13. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, umfassend Chondrozyten , mesenchymaie Stamm- und 
Progenitorzellen, Osteoblasten oder Bindegewebezellen . 

14. Verfahren zur Herstellung einer porosen 
Kompositmatrix gemafi einem der Anspriiche 1-13, umfassend das 
Losen oder Suspendieren des Hyaluronsaurederivats und des 
hydrolysierten Kollagens in einem geeigneten ersten 
Losungsmittel, die Zugabe einer pulver f ormigen Verbindung, 
die sich in dem ersten Losungsmittel praktisch nicht lost, 
die jedoch in einem zweiten Losungsmittel loslich ist, in dem 
die Matrixbildner Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertes 
Kollagen praktisch unloslich sind, zu der Losung oder 
Suspension, wobei die pulverf ormige Verbindung eine mittlere 
Korngrofienverteilung im Bereich der gewiinschten PorengroBe 
der herzustellenden Kompositmatrix aufweist, das Entfernen 
des ersten Losungsmi ttels und anschlieBend das Losen der 
pulverf ormigen Verbindung in einem zweiten Losungsmittel, in 
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dem sich die pul ver f ormige Verbindung lost und die 
Mat r i xb i Idner praktisch nicht losen . 

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin das erste 
Losungsmittel 1,1,1,3,3, 3-Hexaf luorisopropanol ist . 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, worln die 
pul ver f ormige Verbindung ein was ser los 1 iches Alkali- oder 
Erda 1 ka 1 isalz , insbesondere ein Alkal iha logen id wie 
Nat r iumch lor id is t . 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-16, worin das 
zweite Losungsmittel Wasser ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-17, worin die 
Kompositmatrix zusatzlich geformt, getrocknet und 
gegebenenf alls sterilisiert wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-18, worin die 
Kompositmatrix zusatzlich gegebenenf al Is mit biologisch 
aktiven Verbindungen und Chondrozyten , mesenchymalen Stamm- 
und Progenitorzellen , Osteoblasten oder Bindegewebezellen 
beladen wird , 

20. Verwendung einer Kompositmatrix nach einem der 
Anspriiche 1-13 zur Generierung von dif f erenziertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen oder mesenchymalen Stamm- und 
Progeni torzellen , wobei frisch entnommene oder ampl i f i.z ierte 
Zellen zu der Kompositmatrix zugegeben und gegebenenf al Is 
unter chondro-, osteo- oder fibrogenen Bedingungen kultiviert 
werden . 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zum Tissue Engineering 
von Gewebstypen des Binde- und Stii t zapparates , insbesondere 
von chondralem und ossarem Gewebe. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 zur in vivo 
Dif ferenzierung der Zellen zu Gewebstypen des Binde- und 
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Stutzapparates , insbesondere zu chondralem und ossarem 
Gewebe , 

23. Implantat, umfassend eine porose Kompos i tma tr ix nach 
einein der Anspriiche 1-13. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Implantats geina/5 
Anspruch 23, worin eine porose Kompositmatrix nach einem der 
Anspriiche 1-13 auf die Implantatober f lache auf geschichtet 
wird . 
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